






















present  in  HS203873,  a  recently  identified  NLRP3  binder.  A  series  of  differently  modulated 
benzo[d]imidazole‐2‐one derivatives were designed  and  synthesised. The  obtained  compounds 
were screened in vitro to test their ability to inhibit NLRP3‐dependent pyroptosis and IL‐1β release 
in  PMA‐differentiated  THP‐1  cells  stimulated  with  LPS/ATP.  The  selected  compounds  were 
evaluated  for  their ability  to  reduce  the ATPase activity of human  recombinant NLRP3 using a 
newly  developed  assay.  From  this  screening,  compounds  9,  13  and  18,  able  to  concentration‐
dependently  inhibit  IL‐1β  release  in LPS/ATP‐stimulated human macrophages,  emerged  as  the 







The  nucleotide‐binding  oligomerization  domain  leucine  rich  repeat  and  pyrin 
domain containing protein 3  (NLRP3)  inflammasome  is a cytosolic pattern recognition 
receptor  (PRR)  that  plays  a  fundamental  role  in  the  response  to  exogenous  and 
endogenous stimuli. The NLRP3 inflammasome belongs to the NOD‐like receptor (NLR) 
family  of  PRR;  it  is  a multiprotein  complex  constituted  by  the  NLRP3  protein,  the 
apoptosis‐associated  speck‐like  protein  containing  a  caspase‐recruiting  domain  (ASC) 
and procaspase‐1 [1–3]. The NLRP3 protein can be seen as the central core of the NLRP3 
inflammasome.  It  is  constituted  by  three  domains:  the C‐terminal  leucine‐rich  repeat 
domain (LRR), the nucleotide‐binding and oligomerization domain (NACHT) and the N‐
terminal pyrin domain (PYD). Each of these domains play a different role. The role of the 
LRR  domain  is  still  to  be  fully  clarified:  LRR  appears  to  be  dispensable  for NLRP3 
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domain  interacts  with  ASC  through  homotypic  (PYD–PYD)  interactions  [7].  NLRP3 
expression is induced following the stimulation by danger‐associated molecular patterns 
(DAMPs)  or  pathogen‐associated  molecular  patterns  (PAMPs)  of  Toll‐like  receptors 
(TLRs), such as TLR4 receptors, or cytokine receptors, such as TNF receptor. This process, 
known  as  the  priming  step,  is  not mandatory  in  any  cell  types  [8]. NLRP3  is mainly 
expressed  in monocytes, macrophages,  lymphocytes,  neutrophils  and  dendritic  cells; 
however,  it  is also expressed  in microglia, astrocytes and epithelial cells  [9,10]. NLRP3 
usually needs  a  second  signal, generally  referred  to  as  an  activation  signal,  to be  fully 
activated. Different  signals  can  lead  to  inflammasome  activation  [7,11–13]. Nigericin, 
ATP, molecular  particulates  and  crystals  induce,  through  different mechanisms,  a K+ 
efflux that is considered a common trigger for NLRP3 activation [14]. However, altered 
Ca2+ homeostasis and other  ion  fluxes  (e.g., Na+ and Cl−) have also been  implicated  in 
NLRP3  activation  [15,16].  Several  studies  demonstrated  that  reactive  oxygen  species 
(ROS)  production,  lysosomal  destabilization  and  post‐translational modifications  are 











The  aberrant  activation  of  NLRP3  inflammasome  is  involved  in  the  onset  and 
progression of a wide range of human diseases [24], among which auto‐inflammatory [25], 
inflammatory and autoimmune  [26–29], neurodegenerative  [30,31], cardiovascular  [32–
34] and metabolic diseases [35–37] are the most studied. It is not surprising that a concerted 
research effort  toward  the discovery of small molecules able  to block NLRP3 activation  is 
being performed both by industry and academia. These efforts have enabled the discovery of 
interesting compounds, some of which are now in clinical development [38–40]. 
Recently,  our  research  group developed  covalent NLRP3  inhibitors  based on  the 











to  bind  to  NLRP3  and  its  ability  to  inhibit  NLRP3  activation  and  IL‐1β  release  in 
differentiated  THP‐1  cells  was  confirmed  [46].  To  discover  new molecular  scaffolds 
endowed with NLRP3  inhibition potential, we applied a pharmacophore‐hybridization 
strategy based on merging two molecular probes: the acrylate INF39 and HS203873. The 
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scaffold  to  design  more  active  non‐covalent  compounds  able  to  block  NLRP3 
inflammasome activity.   
 





THP‐1  cells, we  report data on  the ability of  the  selected  compounds  to attenuate  the 





































































































diethylphosphonoacetate  in  the  presence  of  sodium  hydride  and  then  reacted  with 
formaldehyde in basic aqueous solution to yield compound 25. After the deprotection of 
t‐butyl ester with trifluoroacetic acid (TFA) 10% in CH2Cl2, the resulting acid was coupled 
with  commercially  available  1‐(piperidin‐4‐yl)‐2,3‐dihydro‐1,3‐benzodiazol‐2‐one  (26) 
using  hydroxybenzotriazole  (HOBt)  and  N,N,N′,N′‐Tetramethyl‐O‐(1H‐benzotriazol‐1‐














dicyclohexylcarbodiimide  (DCC)  and N‐hydroxysuccinimide  (NHS)  and  then  reacted 
with the aminoesters 30–31 to afford the intermediates 32 and 33, which were hydrolysed 
in basic medium (NaOH 2.5 M) to give the acids 34 and 35. These acids were coupled with 
26  under  the  HBTU/HOBt/DIPEA‐mediated  conditions  described  above  to  give  the 
















fluoro‐2‐nitrobenzene  using  the  Boc‐protected  alkylamines  38  and  39  to  afford 
nitrobenzene derivatives 40 and 41. Catalytic hydrogenation over Pd/C 10% allowed the 
reduction of the nitro group to afford aniline derivatives 42 and 43, which were cyclised 




benzimidazol‐2‐one was converted  into  the  intermediate 48 by protection with di‐tert‐




























cyanoguanidine moieties at  the  terminal position, were  synthesised using  tert‐butyl 4‐





aromatic  substitution  of  the  tert‐butyl piperidin‐4‐ylcarbamate  on  1‐fluoro‐2‐nitroben‐
zene to give 56 followed by catalytic hydrogenation of the nitro group to give the substi‐
tuted benzendiamine derivative 57  in 95% yield over  two steps. Cyclization of 57 with 










moiety directly  linked  to  the benzimidazol‐2‐one moiety,  to generate an acyl‐urea sub‐
structure. Compounds were  synthesised  according  to Scheme 6. The  synthesis  started 
from  the  deprotonation  of  the  1,3‐dihydro‐2H‐benzo[d]imidazol‐2‐one,  which  was 
Molecules 2021, 26, 3975  7  of  36 
 
 




































with  lipopolysaccharide  (LPS; 10 μg/mL; 4 h)  to promote NLRP3 expression. The cells 
were then incubated with test compounds at the fixed concentration of 10 μM for 1 h. Test 
compounds were dissolved in serum free medium containing 0.1% DMSO as the vehicle. 












the  structure of  INF39 with  the  1‐(piperidin‐4‐yl)‐2,3‐dihydro‐1,3‐benzoimidazol‐2‐one 
moiety present in HS‐203873, to obtain 1, a compound able to prevent pyroptosis (24.9 ± 
6.3%) and IL‐1β release (19.4 ± 0.4%) to a similar extent at 10 μM was generated. When the 








Compound.  Pyroptosis Decrease a  IL‐1β Inhibition b  Cytotoxicity c 
  % inhibition at 10 μM    % inhibition at 10 μM  TC50 (μM) 
1    24.9 ± 6.3 d    14.4 ± 5.0  32.9 ± 19.0 
2    14.9 ± 5.8  10.3 ± 5.8  64.1 ± 4.7 
3    30.8 ± 9.8 d    15.9 ± 5.5  65.7 ± 1.0 
4    NA  NT  80.9 ± 3.2 
5  NA  NT  72.6 ± 3.3 
6 (INF148)  35.0 ± 6.9 d  21.0 ± 3.2 d    61.7 ± 1.0 
7    34.5 ± 5.2 d  17.8 ± 7.5  62.4 ± 13.3 
8    32.2 ± 10.6 d  NT  86.3 ± 5.1 
9 (INF120)  39.2 ± 6.6 d  20.3 ± 1.3 d  87.1 ± 1.9 
10    NA  NT  >100 
11  NA  NT  76.8 ± 3.2 
12    15.7 ± 9.1  19.0 ± 0.4  >100 
13 (INF156)  45.0 ± 8.8 e  25.2 ± 4.9 d  85.7 ± 5.6 
14  NA  NT  92.6 ± 4.0 
15  NA  NT  83.4 ± 0.8 
16  37.7 ± 7.6 d  14.9 ± 8.8  77.3 ± 3.7 
17  25.1 ± 4.0 d  24.2 ± 11.2  95.4 ± 1.1 
18 (INF172)  36.4 ± 11.1 d  21.1 ± 3.1 d  >100 
19  26.2 ± 1.6 d  < 10  >100 
20  24.4 ± 6.8    13.8 ± 5.4  57.6 ± 3.2 
21    NA  NT  80.1 ± 1.4 
22  NA  NT  92.8 ± 2.1 
23  26.3 ± 3.5 d  13.9 ± 16.4  62.4 ± 1.2   
MCC950  42.5 ± 0.9 e  37.6 ± 6.0 e  >100 
a Pyroptosis of differentiated THP‐1 cells was triggered using LPS/ATP. Data are reported as the % inhibition of pyroptosis 



















ing  the  benzo[d]imidazole‐2‐one  to  the  phenylacetamido  moiety  in  order  to  check 
whether  the  removal of conformational constrains  (i.e.,  increased  flexibility)  could  im‐



















































maximal  inhibitory  potential  for  the  pre‐incubation  conditions used  in  the  assay. We 
choose a rather high concentration for the inhibitors, expecting a low general effect if they 


























































































for  the  initial structure and  for  the medoids extracted  from  the  trajectory and used for 
subsequent docking studies (Figures S4–S7). With respect to the initial model, MD struc‐
tures showed a decreased number of outliers and an increased percentage of residues in 














ods  section), and among  these,  the ones  showing  less  than  90% persistency were dis‐
carded. The retained cavities with 90% or more persistency, namely p1, p4, p8, p16, p25, 
p30 and p31, were further investigated in docking studies (Figure 7). 
















and surrounding pockets was monitored using  the Pocketron  tool  implemented  in  the 




















































































































































CDCl3):  δ  =  168.67,  155.05,  133.75,  133.23,  130.63,  129.56,  128.59,  128.48,  128.11,  127.03, 
121.39, 120.97, 109.96, 109.18, 50.27, 45.62, 41.81, 29.38, 28.85. 
1‐(1‐(2‐chlorobenzyl)piperidin‐4‐yl)‐1,3‐dihydro‐2H‐benzo[d]imidazol‐2‐one  (5):  p‐chloroben‐
zylbromide  (0.473 g, 2.301 mmol) was added  to a stirred  solution of 26  (0.500 g, 2.301 
mmol) and TEA (0.320 mL, 2.301 mmol) in acetonitrile (10 mL). The reaction mixture was 
kept at room temperature for 2 h. The mixture was concentrated under reduced pressure. 

























Methyl  4‐(3‐(2‐chlorophenyl)propanamido)butanoate  (33):  The  reaction  was  run  with  29a 
(0.500 g, 1.77 mmol), methyl 4‐aminobutyrate hydrochloride (0.545 g, 3.54 mmol) and tri‐
ethylamine  (0.742 mL, 5.33 mmol)  in DMF  (6 mL). The crude product was purified by 
silica gel chromatography (DCM/MeOH 98:2) to give 33 (0.210 g, 41.7%) as a colourless 











Compound 33  (0.185, 0.700 mmol) was dissolved  in a  stirred solution of aqueous 
NaOH (2.5 N, 0.730 mL) in EtOH (3 mL). After 2 h, a solution of HCl was added (5 N, 1 
mL) and the solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was suspended 





J = 7.6, 2H, ArCH2), 2.22  (t,  J = 7.6, NCOCH2);  13C NMR:  (151 MHz, CDCl3): δ = 176.90, 
173.21, 146.87, 133.12, 129.10, 128.31, 128.16, 127.03, 42.79, 35.81, 29.15. 
3.2.7. 4‐(3‐(2‐chlorophenyl)propanamido)butanoic acid (35): 
































yl)ethyl)propenamide  (6): The reaction was run with 34  (0.061 g, 0.252 mmol), 26  (0.60 g, 
0.277 mmol), HBTU (0.167 g, 0.378 mmol), HOBt (0.034 g, 0.025 mmol) and DIPEA (0.129 
mL, 0.756 mmol) in DMF (3 mL). The crude product was purified by silica gel chromatog‐






13C NMR:  (151 MHz, CDCl3):  δ  =  172.37,  170.30,  155.80,  154.92,  138.50,  134.02,  130.81, 
129.65, 128.99, 127.91, 127.03, 121.70, 121.43, 110.03, 109.25, 50.83, 45.15, 41.55, 40.73, 36.33, 
29.80, 29.71, 29.00. 
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Compound  52  (0.200 g,  0.487 mmol) was dissolved  in  a  solution of benzylamine 



































tography  (DCM/MeOH  97:3)  to  give  14  (0.083  g,  83.6%)  as  a  colourless  oil. Rf  =  0.23 
(DCM/MeOH 97:3). MS (ESI): m/z 368/370 [M + H]+; 1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.96 



































(10%, 11.0 mL) at room  temperature. After 5 h,  the  reaction mixture was concentrated 
under reduced pressure. NaHCO3 was added, and the product was extracted with DCM 
(5 × 15 mL). The combined organic phases were washed with brine, dried (Na2SO4), fil‐









by silica gel chromatography  (DCM/MeOH 95:5)  to give 15  (0.080 g, 36.4%) as a white 
solid. Rf  =  0.25  (DCM/MeOH  95:5); MS  (ESI): m/z  409/411  [MH+];  1H NMR  (600 MHz, 














































































leum ether/ethyl acetate 8:2)  to give 61 as a solid  (60 mg, 54.5%). Rf = 0.21  (petroleum 
ether/ethyl acetate 9:1). 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ = 8.24 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 3’ArH), δ = 
7.34 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 2H,4’,5’ArH), δ = 7.30 (td, J = 7.7, 0.8 Hz, 1H,6’ArH), δ = 7.24 (td, J 





















night.  Solvent  was  evaporated  under  reduced  pressure  and  the  obtained  solid  was 
washed  with  iced  DCM  to  give  18  as  a  white  solid  (102.1  mg,  98.2%).  Rf  =  0.25 
(DCM/MeOH 8:2); MS (ESI): m/z 359/361 [MH+]; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ = 8.21 (d, J 























































white solid  (170 mg, 78.0%). Rf = 0.39  (Pe/EtOAc/MeOH 8:1.5:0.5).  1H NMR  (600 MHz, 
DMSO‐D6) δ = 10.78 (s, 1H, BzImNH), 7.36–7.34 (m, 1H, ArH), 7.24–7.18 (m, 3H, ArH), 
6.94–6.90 (m, 4H, ArH), 3.98 (t, J = 7.2 Hz, 2H, NCH2), 3.03 (t, J = 7.2 Hz, 2H, ArCH2). 











































were washed  twice with  phosphate‐buffered  saline  (PBS)  and  primed with  LPS  (10 
μg/mL, 4 h; Sigma‐Aldrich) in serum‐free medium. Cells were then incubated with com‐
pounds dissolved in medium containing 0.1% DMSO for 1 h and cell death was triggered 




























GFP plasmid was  transfected  into HEK293T cells with PolyJet  (SignaGen Laboratories, 
Catalog #SL100688) according to the manufacturer’s instructions. Approximately 12 h af‐
ter transfection, cell lysates were prepared in GFP‐Trap Lysis Buffer (10 mM Tris‐HCl pH 
7.5,  150 mM NaCl,  0.5 mM EDTA with  0.5%  (v/v) NP‐40).  Immobilised GFP‐Trap Se‐
















































teins  [52]. Parameters  for ADP and Mg2+ were  retrieved  from Meagher  et al.  [53] and 
















trajectory  to  a  reference  structure  (last  equilibration  step)  to  remove  roto‐translations. 
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